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肝内胆管系の 最末梢枝であ る細胆管 ほ肝小葉辺縁部の 肝細胞 と門脈域内の 小葉間胆管 を結 ぶ 区分 で あ る . こ の 細胆管
ほ l 反応性に 富む組織成分 で 多く の 肝胆 道糸疾患で 増加 し細胆管増生 と呼ばれ , 従来 , こ の 細胞管増生は非特異的な反応と さ
れ てきた ･ しか し, 最近の 免疫組織化学や分子生物学の 進歩に 伴 い , こ の 増 生細胞管の 病理 学的意義が再び注 目 されて い る .
今 臥 各種肝胆道糸疾患愚者129名か ら採取 され た 外科的切除肝 , 針生検肝 お よ び剖検肝(ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋切片
と凍結肝)を対象に , こ れ ら増生細胆管 の 発生磯序 とそ の 病理 学的意義を検討 した の で報告する . 細胞形質の 変化 は 1 サ イ トケ
ラ チ ン (cytoke ratin･ C K)･ 上 皮膜関連抗原(epithelial m e mbr a n e a ntige n･ E M A)の 免疫染色に よ り行い , 細胞動態 は好銀性核
小体形成領域(arg yr ophilic n ucle ola r orga nize r r egio n s, AgN O R) の 魁織化学的染色 と増殖細胞核抗原 (pr oliferating cell
n ucle a r a ntige nl P C N A) の 免疫染色 , 組織内 ハ イ ブ リ ッ ド形成法(in situ hybridiz atio n,IS =) に よ り c-r nyC の 発現を 検討 し
た ･ ま た , 増殖お よ び ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン に 関連 した サ イ ト カ イ ン で ある ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ増 殖困子 ア ル フ ァ
(tr a n sfor ming gr o wth fa ctor- a ･ T G F-a) と そ の レ セ プ タ ー (上 皮 増殖因子 レ セ プ タ ー , epider m al gr o wth fa ctorre c eptor,
E G F R)が 胆管増生に果たす役割も検討 した ･ 組織学的特徴 に よ り増生細胆管を , 管腔が 明瞭な定型的細胆管と管腔が 不 明瞭な
非定型的細胆管と に 2分 し得た ･ 定型的細胞管は , 主 に 門脈域内に 認め られ , 検索 した 全例 で み られ た . 一 方 , 非定型的細胆
管は ･ しば しば門脈域周囲の 肝細胞と連続 , また ほ 肝細胞索 を置換す る様 に 増生 し , 原発性胆汁性肝硬変(prim ary biliary
Cirrho sis･ P B C), 原発性硬化性胆管炎(prim ary s cler o sing chola ngitis, P S C), 肝外閉塞性黄痘 , ア ル コ ー ル 性肝線椎症, 亜 広汎
性肝壌死 , 肝 内結石 症 , 肝硬 変, 慢性活動性肝炎 の 症例 で 種 々 の 程度 に 増生が認め られ た ･ 表現塾 に 関する検討で は , 定型的
細胆管に は鼠管型 CK と E M Aの 発現が み られ た が , 非定型的細胆管ほ E M A陰性 で , 胆管塾 C K の 発 現ほ 不 均 - で あ っ
た ･ 細胞動態解析の 検討に よ り , 増生 した 定型的細胆管で の AgN O R お よび P C N A指数ほ l 正 常肝の 細胆 管で の 各指数に 較
べ 有意に 高値 であ っ た ･ P B Cお よ び P S C で見られ た 非定型的細胆管は増殖活性が低 か っ た が , 閉塞性黄痘や慢性活動性肝炎
での 非定型的細胆管 で は増殖活性克進を 示 した ･ こ の 様な表現塑お よ び 増殖活性の 結果よ り, 定型的細胆管増生は , 阻 管上 皮
細胞と して の 表現型を有 した 既存 の 胆 管成分か ら の 真の 増生 に よ るもの と考 え られ た ･ 一 方 , 非定型的細胆管は胆 管細胞 と し
て ほ 不完全な表現型を有 し , 次 の 2種に 分類 で きた ･ すなわ ち , P B Cや P SC で見 られ た非定型的細胆管 は , 増殖活性が低
く , グリ ソ ン 開周 開の 肝細胞 か ら の 形質転換(胆管上皮化生)に よ る見か け上 の 増 加と考え られ た ･ 一 方 , 慢性活動性肝炎や閉
塞性黄痘で見 られ た非定型的細胆管ほ , 増殖活性の 克進を伴 っ て お り, 門脈域周 囲の 実質肝細胞 を置換 し つ つ 増生する胆 管上
皮の 可 能性が考え られ た ･ 免疫染色で , 小葉間胆管, 定型的細胆管お よ び非定型的細胆管 に , T G F-α と E G F Rの 強い 発現を
認めた ･ ま た , ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト 法 に よ り胆 汁中 に お け る TG F-α の 存 在を 確認 で きた . ま た , IS Hを 用 い た T G F-α
m R N Aの 検出で ほ ′ 病的肝の 所 々 の 肝細胞と ク ッ パ ー 牒田胸に m R N Aの 発現を認め た が , 胆管上皮 に は 明 らか な発現を認め な
か っ た ･ こ れ らの 結 果よ り , 肝細胞 お よ び ク ッ パ 叫 細胞で 産生され た T G F-α が , 胆汁お よ び胆 管上 皮の E G F R を介 して 胆管
上皮に 作用 し, 小葉間胆 管お よ び細胆管 の 増殖ま たは 形質転換 に 関与 して い る可 能性が示 唆され た . 以 上 各種肝疾患に み ら
れ る増生細胆管 に は ∴細胞形質 と細胞動態に よ る 検討か ら, 既存 の 胆管上 皮に 由来するもの と肝細胞の 化生に よ る もの と が あ
る こ と が 明 らか とな っ た ･ こ れ ら の 病変の 発生に は T G F-α を 含む 種々 の 因子 の 関与が示 酸 され た .
Key w ords intrahepatic bile duct, bile ductules, bile, C ell kin etics, tr a n Sform lng grO Wth
factor- α
肝内胆管系は , 組織学的 に , 大型胆管, 隔壁胆軌 小葉間阻
乳 細胞管 に 分類 され1), 各 々 の レ ベ ル に 対 応 し て 特徴的 な機
能と病変(あるい は疾患)が み られ る . 例えば, 小葉間胆管は ,
肝動脈枝や門脈枝と門脈域内で伴走する胆管区分で あり , こ の
レ ベ ル の 胆管病変と して , 原発性胆汁性肝硬変(prim arybiliary
Cirrho sis, P B C)の 慢性非化膿性破壊性胆管炎2ト4), C塾慢性肝炎
平成 7年11月22 日受付, 平成 7年12月28 日受理
A bbre viatio ns :A B C, a Vidin biotin pero xidase c o mplex ; AgNOR, a rg yrOphilic nucleolar org anizer r egio ns;
C K, CytOkeratin; D A B, 3, 3
,
-diamin obe n zidine; DIG, digo xige nin; E G F, ePider m al gro wth facto r; E G F R,
epiderm al gro wth fa ctor r e ceptor; E M A, epithelial m e mbrane antige n;ISH, in situ
ノ hybridiz ation; P B C,
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の 肝炎性胆管障害叩 が 代表的であり , また 隔壁胆管や大型胆管
で は 原 発性硬化 性胆 管炎 (prim ary s cler osing cholangitis,
P S C) の 慢性閉塞性 胆管炎や肝内結石症 で の 慢性増殖性 阻管炎
が代表的 で ある . 薬剤性肝障害や移植片対宿主反応に 伴 う 障害
は主に小葉間胆管 レ ベ ル で認め られ る . 細胆管ほ 小葉間胆管と
肝細胞間隙で構成 され る毛細胆管の 間に 位置 し , そ の 中 で , 肝
細胞に 直接接す る細胆管 は ヘ リ ン グ管 と も呼ば れ て い る ･ ま
た , こ の 細胞管 は固有 の 胆管上皮を有する細小 の 肝内胆管成分
で , 種 々 の 病的状態 に お い て増殖あるい は炎症 な どの 変化を 示
す . 正 常肝 で は 】 細阻 管 は グ リ ソ ン 稗内に 1 ～ 2個見 られ る程
度であるが , 病 的肝 に お い て は , 細胆管の 拡張や壊死 な ど の 形
態学的変化が見られ , 種 々 の 程度の 増生(細阻管増生)
脚 )､ 引 を伴
う . 従来 , こ の よ うな細胆管増生ほ非特異的な変化と され て い
た が , 近年 , そ の 覿織学的な亜 分類や意義づけに 関す る研究 が
な され てい る . 特に , そ の 組織学的特徴忙 よ り , 管腔の 明 瞭な
定型的細胆管 と , 明瞭な管腔を有 さず樹枝状に 増生す る非定型
的細胆管 と に 2分 され て い る
抑 牛朝
. 定型的細胆管は t 閉 塞性黄
痘 , 急性肝炎 , 慢 性肝炎 , ア ル コ
ー ル 性肝 線維症 , 早 期 の
P BC や P S C, さ らに 種々 の 肝外病変に 関連 して 二 次的に 出現
す る 町 10}. 非 定型的細胆管 は , Sche u e rに よ る P B C病期分
類2】で 2期の P B C を特徴付ける病変 で ある が , 3期 や 4 期の
P B C でも出現す る
9)
. ま た , P S C や肝の 限局性結節性過形成 ,
肝 硬変 , ア ル コ ー ル 性肝線維症 , 亜 広汎性肝壊死 でも , 非定型
的細胆管 に 煩似 した細胆管増生を しば しば経験す が
Il 卜 13)
･ 阻
織形態 の み な らず , サ イ ト ケ ラ チ ソ (CytOke ratin, C K)や糖鎖抗
原な どの 免疫組織化学的所見 に よ り , これ ら 2種の 細胆管に 関
す る病理学的意義や発生磯序 の 違 い が 注 目 され て い る . しか
し, 現在ま で の 所 】 こ れ ら細 胆管増生の 病理 学的意義や発生機
序 に 関 して 一 定 した 見解は得 られ て い な い
8)押 一卜 24)
Tabtel. M aterials of liv er spe cim e n s e x a mined
近年 l 細胞動態解析の た め の 種 々 の 組織染色技術 が進 ん で来
て い る . 例 え ば , 好 銀 性 核 ′｣､ 体 形成 領 域 (arg yrophilic
n u cle olar orga niz er r egio n s, AgNO R)の 組織染色
2 5)と増殖細胞核
抗原(pr oli王erating c elln u cle ar a ntige n, P C N A)
26)27)の 免疫染色
ほ ▲ ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包唾 切片 で 応用 可 能 な 染色法
で , 各種細胞 の 細胞動態解析 で し ば しば用 い ら れ て い る ･
AgN O R染色 で は , rR N Aの 遺伝子と ル ー プ を形成す る核内非
ヒ ス ト ソ 蛋白が ド ッ トと して可 染 され , 細胞 の 蛋 白合成や細胞
増殖 と密接な関連性 を有す る
25)
. また , P C N A ほ, D N A ポリ メ
ラ ー ゼ ∂の 補酵素で あ 県 細胞周期 の 合成準備期 (G l期) 後
期 ～ 合成期(S期) 早期の 核内に 最も集積 し, 免疫 染色で 検出で
きる28j27-. ま た , 細 胞の 分化増殖 に 癌遺伝子お よ び そ の 産物が 深
く かか わ っ て い る こ とが 明 らか に さ れ てきて い る . 特に , 細胞
増殖や癌化 の 観点か ら注 目 され て い る c-m yC 遺伝子は ∴細胞増
殖刺激 に 対 して 速や か に m R N Aへ の 転写が 充進 し , 細胞増殖
を促す2且). 近年 , ア イ ソ ト ー プ標識 プ ロ ･ - ブ お よ び ジ ゴ キ シ ゲ
ニ ン (digo xige nin, DI G)な どの 非ア イ ソ ト ー プ標識 プ ロ ー ブ を
用 い た 核酸 の 検出技術 が確立 し つ つ あ り , C- m yC を含め た 癌遺
伝子の D N A や RN Aが観織切片上 で組織内 ハ イ ブ リ ッ ド形成
法 (in situ hybridiz atio n, IS H) で 検出出来る よ うに な っ てきて
い る . また ∫ サ イ ト カ イ ン は , 免疫 応答 , 炎症反応∫ 増殖反応
な どの 生体磯能の 発現を制御 して い る分子 群の 総称で , そ の う
ち の 増殖因子と ほ 紅織で産生 ･ 放 出され て周 辺ま た は 自 らの 細
胞増殖や分化な どを 調節する蛋白で ある . 特に , 増殖因子の
一
つ で ある ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖因 子 ア ル フ ァ (tr a n sfor m-
ing gro wth factor-a, T G F-α) は , 上 皮細胞 や間葉系細胞の 増
殖 , 分化を促進す る サ イ ト カ イ ン で , 上 皮増殖国子 レ セ プ タ ー
(epider m algr o wth facto r re c eptor, EGF R) に 結合 して 作用 し ,
ア ミ ノ 酸配列も上 皮増殖国子(epider m algr o wth fa ctor, E G F)
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細胆管増生 の 病理学的研究
と約40%の 相同性を有する2g)30). 種 々 の 癌細胞 や非腫瘍性上 皮
細胞で , T G F-α の 発現が報告 され て お り抑
､ 飾
, ま た , 肝細胞癌
な どの 患者か ら得 られ た腹水 , 胸水 お よび 尿中に も T G トα の
存在が証明され て い る
恥 42】
. しか し, 胆管上 皮 で の T G F-α の 発
現に つ い て , 2 , 3の 報告
卸 側
で記 載ほ あるもの の , 胆管を 中
心 と した T G F-α の 生物学的意義 の 詳細 な検討ほ な され て い な
い ,
本研究 では , 各種 肝胆道糸疾患 に み られ る細胆 管増生を中心
に , 組織形態 , 表現塾, 細胞動態の 解析を行い , 増生細胆管の
病理学的意義と増生検序 の 解明を行 っ た . ま た , 増生因子と し
て , T G F- α に 注 目 し , 組 織 切片 に お け る T G F-α お よ び
T G F-a mR N Aの 発現 , そ の レ セ プ タ ー で ある E G F Rの 発現 を
検討 し, また 胆汁中で の T G F- α の 検出 も行う こ と に よ り ,
T G F一α が 細胆管を中心 と した 肝内 で の 胆管系 の 病理形態の 発
生に どの 様な 生物学的意義を持 っ て い る の か を検討 した の で 報
告する .
対象お よび方法
Ⅰ . 対 象
1 . 正 常肝 お よ び各種肝胆道糸疾患 の 肝観織標本
金沢大学医学部第 二 病理 ! 金沢 大学医学部第 二 外科 , 石川県
立中央病院, 福井県立病院 , 富 山市民病院(1985～ 1994年) で経
験され た 各種肝胆道糸疾患患者12 9名か ら採取 され た外科的切
除肝 , 針生検肝 お よ び剖検肝 の 肝覿織片 を 1 日～ 7 日間10% 中
性ホ ル マ リ ン で固定後 , 軟 パ ラ フ ィ ン で 包哩 した . 各 々 の パ ラ
フ ィ ン 包埠 ブ ロ ッ ク よ り20枚以上 の 4/∠m の 切片 を作成 し た .
組織学的診断用 に , 作成 した切片 の 一 部を , H E染色, ゴ モ リ
の 鍍銀染色 , ア ザ ン ･ マ ロ リ ー 染色 に 用 い た . ま た 1 41症例で
ほ l 材料採取後 , 直 ち に 凍結 用 包 埋 剤(0. C. T . Co mpo u nd)
(M ilesIn c., Elkhart, U S A) に 包埋 し, そ の 後 , 液 体窒素 で 凍結
およ び - 80度で 保存 して おき , 使用 時に 5〟m の 凍結切片 を作
成 した .
疾患別の 症例数 , 平均年齢 , 性別 , B型お よ び C型肝炎ウ ィ
ル ス マ ー カ ー を 表1 に 示す . 閉塞性黄痘症例は , 臨床的に 膵頭
部癌や総胆管痛の 患者で , 肝紅織採取暗 まで に1.5～ 10週(平均
4･6週) の 高 ビ リル ビ ン 血症を 認め た 症例 で あ る . な お , 術 前
に , 経 皮経肝 ド レ ナ ー ジ で滅黄処 置を 行 っ た 症例も含 まれ て い
る ･ PB C お よ び P S Cの 嵐織学的病期分類 は , Sche u er分
類2)と Ludwig 分類43)を 混合 した , い わ ゆ る P B Cの 古典的病期
分類瑚 に した が っ た .
2 . 胆汁
金沢大学第 二外科お よ び第 一 内科 , 富山市民病院 , 浅ノ 川総
Table2, Mate rials of hepatic bile
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合病院(1992～ 1994年) で 経験 され た 肝内お よ び肝外閉塞性黄
痘 を来 した患者か ら経皮経肝的胆道 ド レ ナ ー ジお よ び手術的 に
採取 され た35例の 胆汁 を対象と した . 臨床診断別の 症例数l 平
均年齢, 性別 を表 2に 示 す . な お , 胆汁採取を行 い 得た肝内結
石症の 1例 ほ , 肝艇織片も同時 に 検索 しえた .
Ⅰ . 肝内胆管系の分類お よび増生細胆管の分類
肝内胆管系は , 大きく大型胆管 と小型胆管 に 2 分 したl). 大
型胆管と は左右肝管, 領域胆管 , 区域胆管お よ びそ の 一 次分枝
で あ り, 固有の 胆管壁 があり , 周囲に 胆管付属腺が み られ る .
一 方 , 小型胆管ほ隔壁胆管, 小葉間胆管 , 細胆管 に 分類 され ,
隔壁胆管は外径が 1 0恥 m 以上 で , 固有 の 胆管壁を有す る が 付
属腺覿織が な い l). 小葉間胆管は , 本来 の グ リ ソ ン 鞘 の 内部 に
あ る管腔明瞭な胆管で グリ ソ ソ 鞠辺縁の 肝細胞 とほ 隣接 せず ,
外径が 20～ 80即m で , 肝動脈横や 門脈枝と伴達す る胆管成分と
した ∴ 細胆管は グ リ ソ ン 鞘逮夜部あるい は肝実質に 接す る胆管
成分で ∴定型的お よび 非定型的細胞 管 と に 2 分 した . す な わ
ち , 定型的細阻管 は , 横断面で 4 ～ 6個の 阻管上 皮から なる 管
腔構造 の 明瞭な細胆管成分と した . 非定型的細胆管ほ , 樹枝状
に増生す る不 明瞭 な管腔また は 管腔を有さ な い 細胆管成分と し
た . 今回 は 主に , 小葉間胆管 と細胆管を中心 に 観察 した .
Ⅲ . 免疫染色を用い た表現型の解析
C K, 上 皮膜関連抗原(epithelial m em br an e a ntige n, E M A)
の 免疫染色を以下 の 如く行 っ た . な お , C Kは , M oll ら何 に よ
り, 分子量 お よび 等電点に よ り19種(C K l～ 1 9)に 分けら れ そ
れ ぞれ の 阻織内分布が知 られ て い る . 肝細胞は C K 臥181即2 捕
､ 4 7)
,
胆管上 皮細胞 ほ C K7, 8, 18, 19柑)1 7)23)46)4T)を 含有す る と され て い
る , 今回 , モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 C K抗体 と し て , C Kl O, 14, 1 5,
16, 1 9 を認 識す る A El抗 体 (Im m u n oBiologic als, Co sta
M es a, U S A)
45】48)と C K 8, 1 8, 19 を 認識す る C A M 5.2 抗 体
(Be cto nDickin s o n, Sa nJo se, U S A)13)23) 欄を 用 い た . し た が っ
て , A Elほ 胆管上皮細胞の み を , C A M 5.2ほ 肝細胞 およ び胆管
上皮の C Kを 認識す る . また , E M Aは , 種 々 の 上 皮細胞に 存
在する特異的 な抗原で , 胆 管上 皮に は存在する が , 肝細胞 に は
存在 しな い 抗原で あるg)50).
免疫染色は , 1 29例の ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋 切片を
用 い , Hsu ら
5一}
に した が い ア ピ ジ ン ー ビ オ チ ン 複合 体(avi din
biotin per o xida s e c o mple x, A B C)法 で 行 っ た . すな わ ち 各切片
を脱 パ ラ フ ィ ン 後, 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を0.3% 過酸化水
素水加 メ チ ル ア ル コ ー ル で20分間 ブ ロ ッ キ ン グ し J そ の うえ 非
特異的化学結合反応 を防止するた め正 常ウ マ 血 清 (1 0倍希釈 ,
Ve ctorLab･, Burlinga m e, U S A)で30分間処置 した . 一 次抗体と
して , マ ウ ス 抗 A Elモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体(50倍希釈), マ ウ ス 抗
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C A M 5.2 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (5 0倍希釈), マ ウ ス 抗 ヒ ト
E M Aモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (5 0倍 希釈 , Dako, Glo struP,
De n m a rk) を , 4 ℃で 一 晩反応さ せた . 2次抗体と して ビオ チ
ソ 化抗 マ ウ ス IgG(200倍希釈 , Ve ctorLab.), 続 い て ペ ル オ キ
ジ ダ ー ゼ 標識 A B C溶液 (Ve ctastain A B C Kit, Ve ctorLab･)
で , 各 々 室温60分間反応 させ た . 免疫複合体反応物を0. 01%過
酸化水素加 3,3
'
- ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3,3
'
-dia min obe n zidin e,
D A B)(Sigm a chemic al,St. Lo uis, USA) 溶液で 可 視化 し , へ マ
トキ シ リ ン で軽く核染後 , 脱 水封入 した . 各反 応過程間 ほ ,
0.01 M リン 酸緩衝生理食塩水(pH 7.5) (phosphatate-buffer ed
s alin e, P BS) で充分洗浄を行 い , ま た , 抗体 の 希釈 ほ す べ て
P B S で行 っ た .
な お , 陰性対象ほ 1 次抗体の かわ り に 非免疫血清や P B Sを
用 い , 陽性所見が消失す る こ と に よ り確認 した .
Ⅳ . 胆管上皮の細胞動態解析
1 29例 の ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包唾 切片 の う ち , P C N A
染色に 最適 と され て い る 固定期間が 1 ～ 3日
52)53)の も の を 選択
し, P B C 17例, P S C4 例, 肝外閉塞性黄痘17例 , 亜 広 汎性肝壊
死 6例 , 肝硬変1 3例 , 慢性活動性肝炎16例 , 慢性持続性肝炎 8
例, 正 常肝 9例を 染色お よ び 検索対象 と した .
1 . AgN O Rの 組織化学染色
Cr o cker ら
25)の 方法を もと に , 脱 パ ラ フ ィ ン 切片を ゼ ラ チ ン
加 1% 蟻酸溶液と50% 硝酸銀溶液の 1 : 2混和溶液内で28分間
反応 させ , 洗浄後 , 5% チオ 硫酸ナ トリ ウ ム で 5分間処置 し ,
メ チ ル グリ ー ン 溶液 で核染 し, 脱水封入 した . 黒色か ら黒褐色
詞 の 明瞭な ド ッ トを 陽性 と した . 各切片で 小葉間胆管 , 定型的
お よ び非定型的細胆管を識別 し, 各阻管成分に お け る最低1 00
個の 胆管上皮細胞の 核内 AgN O R数を 抽浸 レ ン ズ下で 数 え , 各
胆管成分に 対す る平均 AgN O R数(AgN O Rス コ ア) を算出 し
た .
2 . P C N Aの 免疫染色
1次抗体 と して , マ ウ ス 抗 P C N Aモ ノ ク ロ
⊥ ナ ル 抗 体
(PCl O) (10倍希釈 , No v o c a straLab, , Ne w c astle, U K) を 用 い
て , ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 A B C法を 行い ▲ DAB で可 視化 し
た . 反応陽性物ほ核 に 一 致 して 出現 し, 強く 染ま る もの と 中等
度 ～ 軽度 に 染 ま るも の が あ っ た が 両方 とも陽性所見 と した ･ 各
切片で , 小葉間胆管 , 定型的お よ び非定型的細胆管を識別 し ,
各胆管成分 に お ける最低100個 の 胆管上皮細胞 で の PC NA 陽性
お よ び 陰性細胞数 を数 え , 陽性比率を パ
ー セ ン ト で示 した [P-
C N A陽性指数(P C N A labelinginde x, P C NA LI)]･
3 . c-myC mR N Aの IS H
l) ア イ ソ ト ー プ標識 cDNA プ ロ ー ブの 作製
プ ロ ー ブと して , C-myC に 対す る cD N A(3rd e x o n, 2本鎖
D N A, 1400塩基対 , On c orIn c., Gaithersbu rg, U S A) を , ラ ン
ダ ム プ ラ イ マ ー 法5 4)に よ り 35S-d C T P(A m ersha m, Bu cking-
ha mshir e, U K) で標識す るた め , マ ル チ プ ラ イ ム D N A標識 シ
ス テ ム (Multiprim eD N A labeling systern
T M
, Am er sha m) を用
い た . すな わ ち , 1鵬 の C- myC CD N A を, 100 ℃で10分間熱変
性(de n atu r e)後, d A T P, dG T P, d T T P, 35S-d C T P(50pCi),
緩衝液 , プ ラ イ マ ー 溶液 , ヂ チ オ ス レ イ ト ー ル (dithiothreitol,





ク ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活性を 除い た もの) を混和 し , 37 ℃ で 2時間
反応させ た . そ の 後 , 冷 エ タ ノ ー ル で精製 お よび 沈殿 させ , 風
乾 したも の を , 50pl の Tris 塩酸-E D T A緩衝液(T E緩衝液 :
10m M Tris 塩酸 お よ び 1m M E D T A) に 溶解 した .
､2) 組織切片 の 前処理
材料は , P BC 2例 , 閉塞性黄痘 3例 , 慢性 活動性肝炎2例 ,
正 常肝4例 の 凍結切片を 用 い た . 各凍結切片を , 4% パ ラ ホ ル
ム ア ル デ ヒ ド(par afor m aldehyde, P F A) 加 P B Sで15分間 , 前
固定 した 後 , プ ロ テ ナ ー ゼ K(和光純薬, 大阪) (2.5ノ堰/ml, 37
℃ , 15分間)と塩酸溶液(0.2競走, 室温 , 10分間)で 除蛋白処置
を行 っ た . 4% P F A加 P B S で10分間 , 後固定 した 後 , 非特異
的な プ ロ ー ブ の 吸 着防止 の た め に ア セ チ レ ー シ ョ ン (0.1 M ト リ
エ タ ノ ー ル ア ミ ン 塩酸 pH 8.0, 0.25 %酢酸溶液 で1 0分間) を行
い , エ タ ノ ー ル 系列 で 脱水 , 風乾 した . 各 反 応過程 間 は ,
P B Sで 充分洗浄 した .
3) ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
風乾 した 切片を , 100J上M D T T加 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
液 (50% 脱イ オ ン 化 ホ ル ム ア ミ ド, 10m M の Tris 塩酸 pH7.6,
200pg/mlの 酵母 tR N A, デ ン ハ ル ト溶液 , 10%デ キ ス ト ラ ソ 硫
酸 , 250FLg/ml の サ ケ 精子 D N A) で , 42 ℃, l時 間プ レ ハ イ プ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を行 っ た . 上 記 ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶液
で 希釈 した ア イ ソ ト ー プ標識 cD N A プロ ー ブ(100ng/ml) を,
100 ℃で 3分間熱処理後 上 組織 切片 に 滴下 し , 42 ℃で24時間 ハ
イ プ リ ダイ ゼ 【 シ ョ ン を 行 っ た . 洗浄 は , 50% ホ ル ム ア ミ ド加
2×S S C で42 ℃で20分間 , 2× S S C で42 ℃で 30分間 , 3回 ,
0.1×S S Cで42 ℃で20分間 , 2回 行 っ た .
4) ハ イ ブ リ ッ ドの 検出 - オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー 一
風乾 した 組織切片 に 暗室 で オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー 用写真乳
剤を塗布後 , 4 ℃ で 7 日間感光 し, 現像 , 定着 して か ら, H E染
色を 行な い , 脱水封入 した .
な お , 陰 性 対 象 ほ 紅 織 切 片 を R Na s eA (Be ohringer
M a n nheim Bio che mic a, India n apolis】 U S A) で 処理 後 , 上 記 プ
ロ
ー ブ で IS H した切片 , およ び K le n o w酵素 を加 えな い プ ロ ー
ブ(cD N A合成が行な わ れ な い プ ロ ー ブ) で IS H した切片で ,
陽性所見 が消失す る こ と をも っ て 確認 した .
Ⅵ . サイ トカイ ン に関する解析
l . T G F-α お よ び E G F Rの 免疫染色
材料は , 41例の 凍結切片 を用 い た (蓑 1). 各凍 結切片を ,
4% P F A加 P B Sで15分間固定 した 後 , 内因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ お よ び ビ オ チ ン の ブ ロ ッ ク を 行 っ た . 一 次抗体 と して マ ウ ス
抗 ヒ ト T G FAα モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体(A b-2, ク ロ ー ン 213-4･4,
100倍希釈 , On c oge n eScie n c e, M a nha s set, U S A)と マ ウ ス 抗 ヒ
ト E G F Rモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (A b-1, ク ロ ー ン528, 10 0倍 希
釈 . On c oge n eScie n c e) を 用 い て , ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標 識
A BC 法を 行い , D A Bで 可視化 し た .
2 . T G F- α mR N Aの ISH
l) DI G標識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ ー ブ の 作製
プ ロ ー ブ と して , TGFrα mR N Aに 対す る ヒ ト T G F- α オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ドア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ (4 0塩基 , On c oge n e
Scin e ce) と 陰性 コ ン ト ロ ー ル と して ヒ ト T G F-α オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ドセ ン ス プ ロ ー ブ (40塩基, On c oge n eScin e c e)を , 3
'
末
端 テ ー リ ン グ 法 5 5) に よ り DI Gで 標 識す る た め , DI G
Oligo n u cle otide Tailing Kit
T M (Be ohringe r M a n nheim
Bio chemic a)を 用 い た . すなわ ち , 10 0mM の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ドプ ロ ー ブ に , テ ー リ ン グ緩衝液 , DI G標識 d U TP 溶液 ,
d A T P溶液 , タ ー ミ ナ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ を 混合 し , 37℃ で
60分間反応 させ t 精製お よび 沈殿軋 50〃1 TE 緩衝液に溶解 し
細胆管増生の 病理学的研究
た .
2) ノ ､ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
41例の 凍結切片 を前処理 した後 , 37 ℃, 1時間 プ レ ハ イ プ リ
ダイ ゼ ー シ ョ ン , 続 い て 37 ℃, 16時間 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ
(プ ロ ･ - ブ最終濃度 500ng/ml)を行 っ た . 洗浄 ほ , すべ て37 ℃で
行 っ た .
3) ハ イ ブ リ ッ ドの 免疫化学的検出
洗浄後 の 組織 切片 を , DI G緩衝液 1 (100m M Tris 塩酸
pH 7･6, 150m M 塩 化 ナ ト リ ウ ム) で 約 1 分間 な じ ま せ た 後 ,
1.5%ブ ロ ッ キ ン グ試薬(BeohringerM a nnheim Bio che mic a) 加
DI G緩衝液1 で 1時間 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た . ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 標 識抗 DI G ポリ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (5 0 0倍希釈 ,
Be ohringerM a n nheim Bio che mic a)を室温 , 30分間反応さ せた
後 , DI G緩衝液 l で1 5分間 , 2 回洗 浄 し , DIG緩衝液 3
(1 00m M Tris 塩酸 pH9.5, 100m M 塩化 ナ ト リ ウ ム , 50m M 塩
化 マ グ ネ シ ス ム) で 3分間平衡化 した . ア ル カ リ ホ ス フ ァ ク ー
ゼ の 発 色 は , 45恥1/mI テ ト ラ ニ ト ロ 育 テ ト ラ ゾ リ ー ム 塩
(Be ohringer Ma n nheim Bio chemic a) お よ び 175FLl/m1 5- ブ p
モ ヰ ク ロ ロT3-イ ン ド キ シ ル 燐 酸 塩 (Be ohringer M a n nheim
Bio che mic a) 加DIG緩衝液 3 で, 3 ～ 10時間発色反応を行 っ
B
Fig･1･ Ty pic al and aty pical du ctular prolifer atio n in
eXtr ahepatic biliary obstr u ctio n. (A) Typic al du ctular
pr olife ratio n(arr o whe ads). T heir lu m e n a nd b｡ rder ar e
distin ct, a nd ther e ar en o dire ct c o n n ectio n betw e e n
du ctule s a nd periportal hepato cytes･ H E･ (B) Atypical
du ctular prolifer atio n (arr owhe ads)･ T hey sho w a n
elo ngated ora n a sto m o sing c onfigur atio n. H E.
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た ･ 十分な発色を確認 し, T E緩衝液で 反応を停止 した後 , 水
溶性封入剤 で 封入 した . な お , 陰性対象は , セ ン ス プ ロ ー ブ を
用 い た染色 で , 陽性所見が消失す る こ とを も っ て確認 した .
3 . 胆汁中に おける T G F-α 蛋白 の 発現
35例の 胆 汁を , Folin-Lo w ry 反応56)に よ り総蛋白濃度 を測定
C
Fig･ 2･ Pr olifer ation of aty pic al bile du ctule s in prim a ry
biliary cirrho sis･ (A) Aty pic al du ctule s with v agu elu m e n
ar e c o nti u o u swith peripo rtal hepato cytes(arr o w s). H E.
(B) Typical du ctule s (arr o w s) 紺 d aty pic al du ctules
(arro whe ads) arepo sitiv efor C A M5.2. Im m u n ohistoth-
emical staln lng with C A M 5･2, C O u nterStainlng with
he m ato xylin ･ (C)Typic al du ctules(arr o w s)ar epositivefor
A El, Wher easaty pic al du ctule s(a rro whe ads)ar e n egativ e.
Im m u n ohistoche mic al stainlng with A E l, C O u nterStaining
with he m ato xylin.
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し, す べ て 5m g/mlの 濃度に な る よ う に 調整 した . レ∠1の 胆 汁
を 直接 j ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 険に 滴下す る ド ッ ト法の 他 , ウ ェ ス
タ ン プ ロ ッ ト法 と して , 5%の β メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含む
10Jl の 各胆汁を , 15% ～ 25%の 濃度勾配か らな る S D S-P A G E
(M ultiGe11 5/25, 第 一 化学薬品, 東 京) で , 電気 泳動 を行 っ
た . 分離 した 蛋白を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転写 し, 3% ウ シ 血
清ア ル ブ ミ ン (和光純薬)で 4 ℃ , 一 昼夜 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ
B
Fig. 3. Aty pic al bile du ctule sin cirrho sis. (A) Pr olifer ated
aty pic al du ctule s ar efo u nd ar o und the regene rating
n odules. T he re ar e dire ct c o ne ction betw e e n aty pic al
du ctule s a nd periportal hepato cyte s(arr o w s). H E. (B)
Typic al du ctules (arr o w s) ar e po sitiv e for epithelial
m e mbra n e a ntige n, Wher e a,S aty Pic al du ctule s(arr o whe ads)
a re n egativ e. Im m u n ohisto che mic alstainlng for epithelial
m e mbra n e a ntige n, CO u nter Staining with he m ato xylin .
た . 免疫反応 は , マ ウ ス 抗 T G F-α モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体(A b-1,
ク ロ ー ン 134 A-2B3)(10倍希釈 , On c oge n eScien c e)で 室温 , 1
時間反応後 , ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 抗 マ ウ ス の 免疫 グ ロ プ リ ン
(1000倍希釈 , Dako) で, 室 温, 45分間反応 を行 い , D A Bで 可 視
化 した . ま た , 陽性 コ ン ト ロ ー ル と して , ヒ ト TGト α リ コ ン ビ
ナ ン ト 蛋 白 (M N 5547) (Bio m edic al Techn ologie s In c. ,
Sto ughto n, U S A) を用 い た .
Ⅶ . 統計学的検討
統計学的検討ほ t Stude nt の t 検 定を 用 い て 行 い , 危 険率
5% 未満を 以 て有意差あり と した .
成 績
Ⅰ . 増生細胞管 の組織像
定型的細胆管 は 】 主 に , 門脈域内や線稚性隔壁内ある い ほ そ
の 辺綾部に み られ , 正 常肝 お よ び全 て の 病的肝の 症例で 観察 さ
れ た . そ の 数は , 正常肝 で は一門脈域 1個当 り 1 ～ 3個程度 で
あ っ た が , 病的肝 で ほ種 々 の 極度 の 定型的細胆管増生が み られ
た (図1 A).
一 方 , 非定型的細胆管ほ l 正常肝 で はみ られ な か っ た が , 病
的肝 で は 一 門脈域や 線維性隔壁内で胞巣状 に , ま た そ の 辺綾部
で 増生 して お り , 主 と して 限界板の 破壊 と関連 して 増生 して お
り, そ の
一 部は 肝細胞索と連続 して い る像が 見 ら れた ( 図1 B,
2 A). また , 肝硬変症例で ほ , 非定 型的細胆管が主 と して 再生
結節辺縁 に み られ , 肝細胞索に 対 して置換性に増生 して い る像
Table3. Pr e v ale n c e of the aty pic al bile du ctula r
PrOlife ratio nin v ario u shepatobiliary dis e a s es
Hepatobiliary dise a s e s Pr e v ale n c e(%)
Prim ary bilia ry cirrho sis
Stage l
Stage 2 & 3
Prim ary scle ro slng Chola ngitis
Sta由 1
Stage 2 &4
Extr ahepatic biliary obstr u ctio n
AIc oholicliv erfibr o si
Subm as siv ehepatic n e cr o sis
Hepatolithia sis
Activ e cirrho sis
C hr o nic a ctiv ehepatitis
C hr o nic pe rsiste nt hepatitis












































































.〉 Numbe rof po sitiv e c as e s/n u mber oftotaIc a s es.
Table4. P he n oty pe s of biliary epithelialc ells a nd hepato cyte sbyim m u n ohisto chemic alstaining
Re a ctivity
M arke r
Interlobular bile ducts Typic al bile du ctules Atypical bile du ctule s Hepato cyte s
Cytoke r atin
C A M 5.2 +
A E l +
E M A +
+
+ ･ - -
士 ～ +
C A M 5. 2 a nd A E lar e m o n o clo n al a ntibodies re c ognizing cytoker atin lO, 14, 15, 16a nd 19, a nd
CytOke ratin 8, 1 8a nd 19, re Spe Ctiv ely. + , pO Sitiv e; j:, W e akly po sitiv e; - . n egativ e; E M A,
epithelial m e mbr a n e a ntige n.
































































































































































Fig･ 4･ Pr olifer ativ e a ctivities in typical a nd aty pic al bile
du ctules･ (A)Bla ck dots(AgN O Rs) are cle arly s e e nin the
n u clei ofthe ty pic al du ctules(arro whe ads). An adjoining
S e Ctio n sho w nin Fig･ 1 A･ Stainlng fo r argyrophilic
n u cle olar organiz er r egion s, (B) So m e epithelial c ells of
the aty pical du ctules ar epo sitive for prolifer ating c ell
n u cle ar a･ntige n(arro whe ads). An adjoining s e ctio n sho w n
in Fig･ 1 B･ lmm u n ohisto chemic alstainingforprolifer ating
Ce11n u cle ar a ntige n, C O u nterStaining with he mato xylin . (C)
Atypic al du ctule sin prim ary biliary cirrho sis show s n o
Slgnific a nt im m u n ore a ctivity for pr olifer ating c e11n u clear
antigen(arr o whe ads)･ An adjoining s e ctio n sho w nin Fig.
2 A･ Im m u n ohisto che mic al staining for pr olifer ating c ell
n u cIe ar a ntigen, C O u nter Stain lng With he m ato xylin.
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や は とん ど非定型的細胆管で置換 され て い る再生結節も見られ
た( 図3 A)･ 亜 広汎性肝壊死 で も , 広範な肝細胞の 脱落部が非定
型的紳胆管で ほ とん ど置換され て い る像も見 られ た . 2 ～ 4期
の P B C(63 %)や P S C(100 %). 肝外閉塞性黄痘(43 %), ア ル
コ ー ル 性肝線維症(100 %), 亜広 汎性肝壊死(100 %), 肝内結石
症(25 %)▲ 肝硬変(28 %), 慢性活動性肝炎(9 %)の 症例 で も非定
型的細胆管増生を認めた . 非定型的細胞管 の 出現率 を表3 に示
す .
Ⅱ . 表現型に 関する免疫組織化学的解析
C A M 5･2 ほ, 全て の 小葉間胆管(P B C, P S Cや C型慢性肝炎
の 障害像 を示 す小葉間胆管を含む), そ れ に 定 型的細胞管 と非
定型的細胆管に 強い 発現を認め た (表4 )(図2 B). また , 肝細胞
で もそ の 細胞膜かこ C A M 5･2 の 発現が認め られ , 掛 こ病的肝 で
門脈域周開の 肝細胞に 陽性像が見られ た .
一 方 , A Elの 発現ほ主 と して 胆 管上皮 の 細胞膜 に 強く発現
して お り , 全て の 小乗間胆管と定型的細胆管 , また 約半数の 非
定型的細胆管に 認め られ た(図2 C). しか し, 非定型的細胆管の
中に ほ ▲ C A M5･2 陽性で , A El が弱陽性か ら陰性を示 すもの
も見られ , こ の 様な 発現を 示 す非定型的細胆管ほ門脈域周囲の
肝細胞索と連続 して い た (図2Ⅰ∋,2 C). また , 非定型的細胆管に
お ける C K発現の 不 均 一 性は , 同 一 症例＼ また 同 一 切片 内で も
B
Fig･5･ Dete ction of c- myC mR N A in chro nic a ctiv ehepatiト
is by in situ hybridiz atio n. (A) Silv ergr ain s of c- myC
m R N Aar e obse rv ed in pr oliferated bile du ctules u sing a
35S-1abeled cD N Apr obe. (B)c- m yC mR N A is n otdetected
in n egativ e c o ntrol u sing s ectio n incubated with R Na s e
beforehybridiz atio n.
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見 られ た . な お , 肝細胞 には A Elの 発現は ほ と ん ど見 ら れ な
か っ たが , A E l陽性の 非定型的細胆管に 隣接す る肝細胞 の 一
部に は弱陽性 を示すも の も見 られ た .
E M Aの 免疫染色で ほ , 全て の 小葉間胆管 とほ と ん どの 定型
的細阻管に お い て管腔面 に 膜状に E M Aの 発現を 認め た . しか
し , 非定型的細胆管で は 明 らか な 発現は認め られ な か っ た (図
3B). ま た , 肝細胞で は 常に E M A は陰性 で あ っ た .
Ⅲ . 胆管上皮の細胞動態解析
AgN O R はt 核内 に 黒 ～ 黒褐色調の 微細顆粒 と し て 見 ら れ
(国4 A), ま た P C N Aは細胞 の 核 に 一 致 して 発現が み られ た
(図 4B,4C).
1 . 小葉間胆管 の 増殖活性
正常肝に おけ る小葉間胆管 の AgN O Rス コ ア と P C N A LI
は , 1.58 ±0.19 と26. 士6.98(平均土標準偏差) で あ っ た (表
5). ま た , 病的肝の 小葉間胆管 での AgN O Rス コ ア は , 閉塞性
黄痘 で の 1.92±0.43 から亜 広汎性壊死で の2.33 ±0.22 と幅広 く
分布 して い た . 病的肝 の 小葉間胆管 で の P C N A LIも幅広 く分
布 して お り , 慢性持敵性肝炎で の33.6 ±11.9 か ら肝外閉塞性黄
痘 で の56.0 ±11. 0に 分布 して い た . 全て の 病 的肝 の 小葉間胆管
は , 正 常肝の 小葉間胆管 の 増殖活性 に 較べ 高値 で あ っ た が , 慢
性持続性肝炎と 正常肝 と の 間に 有 意差 は見 ら れ な か っ た . な
お , 病的肝相互間で は 有意な差 ほ認 め られ な か っ た .
2 . 定型的細胆管の 増殖活性
正常肝 に お け る 定型的細胆管 の AgN O Rス コ ア お よ び
P C N A LI は, 1. 56 士0.25, 22.1 ±1 0.0で あ っ た(衰5). 病的肝
で の 定型的細胆管 の AgN O Rス コ ア ほ , 1.91 ±0.19 (慢性活動
性肝炎)～ 3.00 (P S Cの 工期の 1 例) まで 幅広く分布 して い た .
P C N A LIも慢性持続性肝炎の 38.3士12.3 か らP S Cの I期の 1
例66.6 まで 分布 して い た . い ずれも , 正常肝 の 定型的細胆管 に
較 べ 有意に 高値 であり , 各病的肝 で の 定 型的細胆管の 増殖活性
克進を認め た . しか し, 病的肝の 相互 間で ほ有意 な差は認め ら
れ なか っ た .
3 . 非定型的細 胆管 の 増殖活性
非定型的紳胆管増生が見 られた 2 ～ 4期 の P B C(1 0例) や
P SC(3例), 肝外閉塞性黄痘(8例)▲ 亜 広汎性肝壊死(6例),
肝硬変 (3例), 慢性活動性肝炎(2例)の 症例に 関 して , 非定型
Table5. AgN O Rs co re and P C N A labe ingindexin biliary epithelial c ells
Inte rlobular bile du cts Ty pic a=)ile ductules
dis e a s e of c ases AgNOR sc cr e PCNA LI AgN OR s cor e PC NA u
×士S.D. × j:S.D. × ±S.D. × 士S.D.
Hepatobilia ry Nu mber
Atypic 81 bile du ctule s
AgNO Rs c o re PCN A LI
X ±S.D. × ±S.D.
P BC
Stage l











12 2. 6土0 .39
1 2.02
3 2.33 士0.22
























































































AgN OR, arg yrOPhilic nu cteola r oTganizer regio n ;P C NA ■ pr Olife r ating c elln u clea( a ntige Tl;IL･1abeling index ;S･D･ ･ S
tanda rd deviation;
P BC. prim ary biliary cirhosis;P S C, Prim ary scleT OSing chola ngitis :E B O, eXtr ahepatic biliary obstT uCtion: SMH N･ Subm assiv e hepatic
ne cro sis :LC, aCtiveliv e rcirrho sis; ;CAH. chro nic a ctive hepatitis ;CPH, Chro nic perSistent hepatits ;NL, nO rm al liY e r; ■, P< 0･0 5･
Table6. Expr e ssio n of tr a n sfo rming gro wth
~
fa ctor- a , tra n Sfo rming gro wth fa ctor- a mR N A
a nd epider malgro wth facto rre ceptorirl iv e rtiss u e
Expr es sio n of
Materials a ndlo c atio n
T G F,a T G F- a mR N A E G F R
Nor m al liv er
Interlobularbile du cts
Typical bile du ctule s
Hepatocytes
Hepatobiliary dis e as es
Interlobularbile du cts
Typjc al bile du ctule s























T G F-a, tra n Sfor ming gro wth fa cto r- a; EGF R, epithelial gro wth fa ctor r e c epto r; +, pOSitiv e;
j:, W e akly po sitiv e;
-
. n egativ e.
細胆管増生の 病理 学的研究
的細胆管 の 増殖活性を検討 した (表5). P B Cの AgN O Rス コ ア
と P CN A LIは , 各々 , 1.45 ±0.1 4, 18.2±9.58, PS Cで ほ
1.33 ±0･12, 19･ 2土4.42で , い ずれ も正常肝 で の 定型的細胆管
の 増殖活性と同程度であ っ た . しか し, 閉塞性黄痘, 亜広汎性
肝壌私 肝硬変, 慢性活動性肝炎の 非定型的細胆管で は , 各 々
の 指数が2.02 土0.13～ 2.42 ±0.4 2, 51.7 ±2.65～ 56. 9 ±19.3 で
あり , 病的肝に お け る増生定型的細胆管 と同程度の 増殖活性克
進があり , P B Cや P S Cの 非定型的細胞管 に 較べ 有意 に 高値で
あ っ た .
4 . c- myC mR N Aの 発現
C- m yC mR N Aの オ
ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー での シ グ ナ ル ほ ,
組織切片上 の 乳剤層 に , 明視野 で黒 い 粒子と して 観察す る こ と
が できた . 正常肝 で は , 少数 の 小葉間胆管と肝細胞 に 弱い シ グ
ナ ル を 認め る の み で あ っ た が , 病的肝 の 小葉間胆管 と定型的細
胆管に は , m R N Aの 有意な シ グナ ル を 認め た (図5 A). な お ,
非定型的細胆管 に 関 して は , か な り阻織破壊が強く , 非定型的
細胆管の 同定 お よび 評価ほ 困難 で あ っ た . な お , 陰性 コ ン ト
ロ ー ル で は , 有意な シ グナ ル ほ見 られ な か っ た ( 図5B).
Ⅴ . サイ トカイ ンに 関する解析
主 な成績 を表 6 に しめす .
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1 . T G F一α の 発現
TGF-α は , 主 に 細胞質に 発現が見 られ た . 正 常肝 では , 小葉
間胆管 ∴定型的細胆管の ほ とん どの 胆管上 皮に T G F-α の 発現
を認め た ･ 胆管上 皮に 較べ 発現は弱い が , 肝細胞に も散在性に
陽性像を認めた (表6). 一 九 病的肝で は , P B Cな どの 障害胆
管を 含め た小葉間胆管 ∴定型的細胆管の 胤 慢性胆汁う っ 滞例
で出現す る非定型的細胆管に も , T G F-α の 強 い 発現 を認 め た
( 図6 A･6B)･ また , 病 的肝 の 肝細胞や ク ッ パ ー 細胞 に も ,
T G F-α の 強 い 発現を認め た (園6B).
2 . T G F- α mR N Aの 発現
T G F- α m - R N Aの 発現ほ , 細胞質に 発現 して い た . 正 常肝 で
は , 散在性 に 肝細胞に 弱い 発現を認めた が , 小葉間阻軌 定型
的細胆管胆管に ほ明 らか な シ グナ ル ほ見 られ なか っ た . 一 九
病的肝 で , 肝細胞 と所 々 の ク ッ パ ー 細胞に T G F一α mR N Aの 有
意な シ グ ナ ル を認め た が , 小葉 問胆管 , 定型的お よ び非定型的
細胆管 に 明 らか な発現 は認め な か っ た (図6C,6D). な お , セ ン
ス プ ロ ー ブを用 い た陰性 コ ン ト ロ ー ル で ほ , 有意な シ グナ ル ほ
認め なか っ た .
3 . E G F Rの 発現
E G F R は, 細胞膜およ び細胞質砿 見 られ た . 正 常肝 , 病的肝
Fig･ 6･ Expr es sio n of T G F-α prOtein ( A, B) a nd T G F-α m R N A(C, D)･ (A)A Ic oholic liv erfibr osis･ Ty pic al du ctules(arro w s)
and aty pic al du ctules(ar ro whe ads) a reobser v ed with str ong im m u n or e a ctivity･ PeriportaI hepatotytes(asterisk) ar e als o
positiv e･ (B)Chr onic a ctiv ehepatitis･ Hy perplastic Kupffer c ells in sin u soids(arr o whe ads) as w eIla sinterlobularbile du ctin
portaltr a cts(a rrow) sho w im m u n or e a ctivity･ (C)Prim ary biliary cirrhosis･ A n u mber of hepato cytes sho w po sitive sign al in
their cytopla s m･ (D) A s e ctio n adja c e nt to that show nin (B)･ =y pe rplastic Kupffer c ells(arro whe ads)e xpr es s spe cific sign al,
Whileinterlobularbile du ct(ar ro w)1acks e xpr essio n･ Im m u n ohistochemic al staining fo rT GF- a, C O u nte rStaining with he m ato xylin(A a nd B)･ In situ hybridizatio n with digo xige nin labeled a ntisen s eprobe again st T G F-α m RN A(C a nd D).
Fig･ 7･ Expr e ssio n of EG F R in alc oholic liv erfibr osis･ A
s ectio n adja c e nt to that sho w nin Fig. 6- A . Cytopla stic
e xpr e sionis sho w nin prolifer ated bile du ctule s, ty pical
du ctule s (arr o w) a nd a.ty pic al du ctule s (ar rowhe ad)･
Periportal hepato cyte s (asterisk) ar e also e xpr es s ed
im m u n or ea. ctivity, eX Clu siv ely m em bran o u s･ Im m u n ohisto
-
che mic al staining for E GFR, C O u nter StaininglWith he m at-
0 Ⅹylin.
Fig.8. W e ste rnblotting a nalysis of T GF
- a fr o m hepatic
bile s a mples. TG F
-
α is dete cted in 15(1an e sト3, 5, 7-16,
18) of 1 8s ample s. La n e
L
T G F- a
'
is a positiv e c o ntr ol
u sing r e c o mbin a nt T G F-α.
を 問わ ず , す べ て の 小葉間胆管 ∴定型的お よ び非定型的細胆管
の 細胞膜 と細胞質に E G F Rの 強 い 発現を 認めた ( 図7). ま た ,
ほ ぼ 全症例 の 肝細胞に も, 主 と して 膜状 に E G F Rの 発 現を 認
め た . なお , ク ッ パ
ー 細胞に は明か な 陽性像ほ確認 で きなか っ
た .
4 上 肢汁 中に おけ る T G F- α の 発 現
イ ム ノ ド ッ ト法 に よ り35例中33例の 症例 の 阻汁中 に T G F-α
が 検出で きた . ま た . ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法に よ り , 陽性 コ ン
ト ロ ー ル と して 用 い た リ コ ソ ビ ナ ン ト T G F-α は , 分子 量約
5500領域 に バ ン ドを 示 した . また , 35例中25例の 症例 で , 陽性
コ ン ト ロ ー ル と 同 じ分子量 レ ベ ル に バ ン ドが 確認 で きた ( 図
8).
考 察
肝内胆管系 , 特に 細胆管は , 反応性に富む組織成分であ り＼
多く の 肝内外 の 病的状態に お い て , 肝内門脈域 お よび 線維性隔
壁内で増生や炎症 を示 す
2)10)
. こ の 現象ほ 一 般的に 細胆 管増生あ
る い は細胆管反応と呼ばれ , 非特異的な肝病変の 1 つ と されて
きた . 最近 , 免疫組織化学ある い は 分子 生物学の 著 しい 進歩 に
伴い , こ の 細胆管増生の 病的意義が再 び注目 されて きた . 特に
細胆管増生 の 形態 , 意義 , 磯能 , そ して覿織発生 に 関 して , 近
年多く の 報告が な され て い る
l)2) … )
現在, 増生細胞 管 はそ の 組織学的特徴 に よ り , 定型的細胆管
と非定型的紳胆管 と に 2分 されて い る. これ ら 2種類 の 組織発
生 に 関 して , 門脈域内に ある既存の 胆管上皮が増生 した 結果生
じた とする 考え
g)16)22) と , グ リ ソ ン 鞄周囲の 肝細胞 が胆管上皮 へ
直接 ∴形質転換(化生)したた め の 現象 とす る考え
抑 1ト 13)15)18卜 24)
が ある . また , 近年 , 本 来肝細胞 と阻管上皮 へ の 両方 へ の 分化
能を有す る と され て い る 幹細胞(肝小葉辺綾部 に 存在す る) が
細胆管増生 に 関与 して い ると する報告もある
T)57 ト 6 0)
. しか し, 増
生細胆管 の 覿織発生 とそ の 意義に 関 して 未だ 不 明な 点が 多く残
されて お り , 統 一 した 見解が 示 され て い な い . 本研究 で は , 定
型的 お よび非定型的細阻管 の 増生磯序を解明す るた め に , 細 胆
管増生の 観織像 と表現型 に 関す る検討 , 細胞動態 の 解析 , さ ら
に 細胞の 形質転換に 関連す る と されて い る T G F-α 発現の 検討
を行 っ た .
細 胆管ほ 正 常肝の 門脈域に は 1 ～ 3個程度み られ , 定型的細
胆管 の 形態を 示 した . 一 方 , 多く の 肝胆道糸疾患 でも種 々 の 程
度で 定型的細胆管の 増生 が み られ た . こ れ らの 定 型的細 胆管
は I A El, C A M 5.2, E M Aの 免疫染色に よ る表現型 の 検討で ,
胆管上皮 と して 完全な 表現塾を有 して い た . ま た , AgN O Rス
コ ア と P C N A LIを 用い た細胞動態解析の 結果か ら, 病的肝 で
増生 して い る これ ら定型的細胆管 で は増殖活性克進が認め られ
た . こ の 様な結果よ り , 定型的細胞管増生は肝細胞か らの 直接
的な形質転換 よ りは , 既存 の 細胆管上皮が増生 し, 形成 され た
もの と推測 され た . ま た , 病 的肝 に おけ る小葉間胆管も定型的
細胆管 と同様 に 増殖活性先進所見 を呈 して い た . ま た , こ れ ら
疾患の 定型的細胆管お よび 小葉間胆管で は , C- myC の m R N A
の シ グナ ル が多く見 られ た . c- myC 遺伝子は , 細胞増殖刺激 に
対 して 速や か に mR N Aへ の 転写が 克進 し , 細胞増殖を促す と
さ れ て お り , こ の m R N Aシ グナ ル の 増生 は上 述 の 細胞動態 の
成績を支持す るもの と理 解 され る . こ れ ら の 所見 よ り , 今回検
索 した 肝胆道系疾患 で は増殖性変化が肝内小型胆管 に 広汎に 及
ん で い る こ と を 示 して お り , した が っ て 定型的細胆管 の 増生 ほ
既存 の 胆管上皮の 増生の 1 つ の 反映と 考え られ る .
一 方 , 非定型的細胆管は , P B Cや P S Cの よ う な 慢性胆汁
う っ 滞を 呈 す る胆 道系疾患で しば しば観察 され る 細阻管反応 で
あ る2)8)g)43)46)61). しか し, 頬似の 形態 の 細胆管は ア ル コ ー ル 性肝線
維症等でも少 なか らず見 られ る12) ほ). 今回 の 検討 で t 2 ～ 4期 の
進行 した P B C や P S Cの み な らず , 肝外閉塞性黄痘 , ア ル コ ー
ル 性肝線維症 , 亜 広汎性肝壊死 , 肝 内結石症 , 肝硬変 , 慢性活
動性肝炎の 各症例に も種 々 の 程度に 非定型的細胞管増生を認め
た . 肝硬変や 亜 広汎性肝細胞壊死 の 剖検症例や外科的切除肝で
は , 非定型的細胞管が肝実質や再生結節の ほ と ん どを 置換 して
い る症例を経験す る こ と が あるが , 今回 検討 した症例 の 中に も
こ の 様な 像を 伴 っ た 症例が あ っ た . 組織学的に , 限界板 の 破壊
を伴 っ た 領域で , 非定型的細胞管 は , 門脈域周囲の 肝細胞 と入
り乱れ て , また 連続して , 肝細胞 と混在 して 存在 して お り , 限
界板領域 で の 肝細胞 の 消失ま た は 破壊 と深く関与 して い るも の
と考え られ た . 上 述 の 如く , 高度例で は , 肝小葉や 再生結節 の
細胞管増生の 病理 学的研究
ほ とん どが非定型的細胆管で 置換 され て い る像も見られ た こ と
も , こ の 解釈 に 矛盾 しな い .
免疫染色を用い た 表現塑 の 検討で は , C K発現の 検討 で , 大
半の 非定型的細胞管は完全 な胆管上皮型と して の 表現塾を有 し
て い た が ,
一 部で は A El陰性で胆管上皮と して は不 完全 な表
現型を示 すもの もあ っ た . E M A は胆管上皮細胞 に 発現を認め ,
肝 細胞 に は発現を認め な い 抗原 で あ るが 仰 , 今回検討 した 非定
型的細胆管 に ほ 明 らか な E M Aの 発 現 を 認め な か っ た . した
が っ て , 非定型的細胆管は , 胆管上 皮細胞と して 不 完全ま た は
未熟な表現塾を 示す胆管成分と考え られ た . これ に 加え , 非定
型的細胞管に隣接す る肝細胞ほ t A El が弱陽性 で あ っ た こ と
か ら, こ れ らの 肝細胞 は胆 管上 皮と して の 表現型を獲得 しつ つ
ある , また 発現 しつ つ ある こ と を 示 して い る . こ れ ら の 所見
は , 小葉辺綾部の 肝細胞が胆管上皮細胞 へ 直接 , 形質転換を し
つ つ ある所見と思わ れ る .
また , AgNO Rス コ ア と P C N A LI を用 い た 増殖活性の 検討
で , 非定型的細胆管 の 増殖活性 に 不均 一 性 が見 られ た . すなわ
ち , 肝外閉塞性黄痘 , 亜 広汎性肝壊死, 肝硬変 , 慢性活動性肝
炎の 非定型的細胆管 で は , 病的肝 の 増生定型的細胆管と 同程度
の 増殖活性を示 した が , P B Cや P S Cの 非定型的細胆管 では ,
正常肝の 定型的細胆管と同程度 の 低 い 増殖活性であ っ た . こ の
ような 症例間に おけ る非定型的細胆管 の 増殖活性の 相違 は , 組
織発生ま た ほ病理 学的意義の 違 い を反映 し て い るの かも しれ な
い . すな わ ち , 非定型的細胆管増生 ほ胆 汁 う っ 滞に 関連 した 現
象と考え られ て い る こ と か ら, 長期慢性胆汁う っ 滞の 状態で あ
る P B C や P S Cの 非定型的細胆管増生ほ , 門脈域周 囲肝細胞か
ら胆 管細胞 へ の 形質転換を反映 し, 急速 に 胆汁う っ 滞 が進展す
る肝外閉塞性黄痘 ▲ 亜 広汎性肝壊死 , 肝硬変 , 慢性活動性肝炎
の 非定型的紳胆管増生は , 増殖活性克進を伴 っ た 未熟 な胆管細
胞 に よ る肝細胞の 置換を反映 して い るの か も しれ な い . 肝小葉
あるい ほ再 生結節の ほ と ん どが 非定型的細胆管で 置き換わ っ て
い る像ほ , こ の 考え 方に 一 致す る . 従 っ て , 非定型的細胆管増
生ほ , 急性 およ び 慢性胆汁 う っ 滞肝 で の 肝細胞消失 に 関連 した
変化と考え られ た .
さて , T G F-α は , E G Fと ア ミ ノ 酸配列に お い て 約40%の 相
同性を有 し , ま た E G Fと 同様 , E G F Rに 結合 して 作 用 し ト 踵
瘍細胞 お よび 非腫瘍蘭胞 の 増殖や化生を含め た種 々 の 形質転換
に 関連 した サ イ ト カ イ ン と され て い る30 卜 3g)62 帽3}. ま た , T G F-α
は , 多く の 非腫瘍性 の 細胞 で 産生 され , ほ と ん どの 上 皮細胞 の
増殖に 関与 して い る こ とが 報告さ れ て い る64)65). 免疫敵織化学
的検討 で , 実験動物 で の 肝部分切除後の 肝細胞に T G トα の 存
在が示 され て お り , ま た , ヒ トで も肝細胞痛だ け でな く , 胎児
肝 , 成人肝の 再生肝細胞や小葉間胆管な どの 非腫瘍性上皮細胞
に も T G F-α の 発現が ある と報告 され て い る31 ト 36)62)6ユー. また , 肝
に 関す る生体外実験 で , T G F-α m R N Aの 転写克進 に 伴 っ て ,
肝細胞 の 増殖 に 関す る各種の 成長因子も促進 され , ま た , 培養
肝細胞に お い て 内因性 T G F-α が 自 らの 成 長を促進 (オ ー ト ク
ラ イ ン 機構) する こ とも示 され て い る3 8). こ れ らの 成 績 よ り ,
T G F- α は 生体内に お い て も肝細胞 の 増殖に 重要な役割 を果た
すと考え られ る . 増生や 種 々 の 形質変化 を示 す こ と が知 られ て
い る胆 管上皮細胞でも TG F-α が 何 らか の 役割 を果た して い る
との 仮定で 上 本研究で は , 胆管 と肝細胞 の 病態 へ の T G F-α の
関与を 検討 した .
免疫染色に よ り , 種 々 の 病 的肝 で肝細胞 に T GF- α お よ び
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E G F Rの 発 現 を 認 め た . さ ら に , IS H法 に よ り 肝細胞 に
T G F-a mR N Aの 発現を 認めた . しか し, 正 常肝で は , 他の 報
告制 細 に も あるよ うに , T G F-α m R N Aの 明 らか な発現は認め ら
れ な か っ た . こ の 結果 よ り , 病 的肝 で の 肝 細胞 ほ TGF- α
m R N Aの 転写冗進 と T G F- α を産生 し てい る こ と が 示 さ れ た
が , 正 常肝 の 肝細胞で は , 病的肝 と較 べ , T G F-a mR N Aの 転
写冗進ほきわ めて 低い もの と 考えられた . ま た , 近年 , 再 生肝
細胞の み な らず , 間菓系細胞, 特 に ク ッ パ ー 細 胞で の T G トα
塵生の 可能性があ る こ とが 推測 され て い る35)66). 今回 の 研究で ,
病的肝の 肝細胞の み ならず , ク ッ パ ー 細胞に も T G F-α お よ び
T G F-α m R N Aの 発現を認 め , ク ッ パ ー 細胞も T G F-α 産生能
を 有する こ とが 示 され た .
一 方 , 胆管系に 関 しては ▲ 正常肝を 含め た全 ての 症 例の 小葉
間 胆 管 , 定 型 的 お よ び 非定型的細胆 管 に T G F-α :お よ び
EG F Rの 発現を 認め , また , 免疫 プ ロ ッ ト 法 , ウ ェ ス タ ン プ
ロ
ッ ト法 に よ り胆汁中に も T G F-α の 存在を 確認で きた . しか
L, 胆管上 皮 で の TG F-α mR N Aの 発現は , 正 常肝症例の み な
らず , 肝細胞に T G F-α m R N Aの 発現を認 めた 病的症例 に お い
て も , 認め ら れな か っ た . 胆管 上 皮 に お け る , 免 疫 染色 で
T G F-α が発現 し , T G F- α mR N Aの 発 現がな い 現象は , 外来性
の TG F-a が 胆管上皮の 細胸膜( 掛こ, E G F R) を通 して , 胆管
細胞質膜お よ び細胞内に 取 り込 まれ , 作用 して い る像 を反映 し
て い る と思わ れ る . した が っ て , 肝細胞及 び ク ッ パ ー 細胞で産
生され た T G F-α が オ ー ト ク ライ ン 及び パ ラ ク ライ ン 機構 に よ
り肝細胞自身に 作用 する の み な らず, 胆汁 を介 して 胆管上 皮細
胞 に も作用 して い るもの と推定 され る .
T G F- α に ほ , 細胞の 増殖や 化生を含 めた 細胞形質転換 に 関
連 した 機能 がある こ と が知 られ て い る . 今回 の 成績よ り , 胆管
上 皮細胞の 膜や 胸体内の TGF-α が , 胆管上 皮の 増殖や化生 を
含め た 形質転換に 関与 して い る こ と が 強く示 唆 され る . しか
し , そ の 正 確 な作用 機序と細胞内で の 分子 機構は今後の 検討課
題と考え られ た .
結 論
各種肝胆道塑疾患 の 肝組織切片 お よび 胆汁を材料と し, 細胆
管 (定型的お よび非定型的) 増生の 病理 学的意義 と増生磯序を
検討 し, 以下の 結論を待た .
1 . 定型的細胆管 ほ l 全 て の 肝胆 道型疾患 で 種 々 の 程度 に 増
生 して い た . 非定型的細胆管 ほ , P B C( 2～ 4期)や PSC( 2～
4期) な どの 原発性 胆道糸疾患 お よ び 肝外閉塞性黄痘 , ア ル
コ ー ル 性肝線維症, 亜 広汎性肝壊死 , 肝硬変 , 慢性活動性肝炎
症例で種 々 の 程 度と頻度で 見 られ た .
2 . 定型的細 胆管 は胆管上皮国有の 表現塑 を有 して お り , ま
た , 増殖活性の 克進 を認め た . 小葉間胆 管で の 胆管上皮細胞の
増殖活性も克進 して い た . つ ま り , 多く の 肝胆道糸疾患 で は ,
小型胆管系全体の 増殖活性 が克進 して お り ∴定型的細胞管増生
は , 既存の 胆管上 皮細胞か らの 増生に よ るも の と考え られ た .
3 . 非定型的細胆管は胆管型 の 表現型 と して ほ不 完全 であ
り , 細胞動態の 検討か ら, 増殖活性克進 を示すもの と 仁 増殖活
性 の 弱 い もの がみ られた .
4 . 細胞増殖括性の 弱い 非定型的細阻管 は P B Cや P SC 等の
慢性胆汁う っ 滞症例で み られ, 主 と して肝細胞の 化生 に よる見
か け上 の増生と考えられ た .
5 . 増殖活性 の 高い 非定型的細胞管 は肝外閉塞性貴痘 , 亜広
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汎性肝壊死, 肝 硬変 や慢性活動性肝炎症例でみ られ , 不 完全な
表現塾 の 発現を示す胆管細胞 の 増殖 と考え られ , これ ら疾患で
の 肝細胞消失に関連す る1 つ の 現象 と考え られた .
6 . 小葉間胆管 , 定型的細胆管 お よ び 非定型的細胆管 に ,
T G F-α と EGF Rの 強い 発現 を認め た こ と よ り , T G F-α が 定型
的お よび非定型的細胆管 の 増殖ま た は形質転換 に 関連 して い る
こ とが 示 唆 された .
7 . 肝細胞と ク ッ パ ー 細胞に T G F-a mR N Aの 発現 を認 めた
が , BB.管上 皮に は 明 らか な m R N Aの 発 現を 認 め ら れ な か っ
た . 胆汁中 T G F- α は , 肝細胞 お よ び ク ッ パ ー 細胞 で産生され ,
E G F R を介 して 胆管上皮細胞内に取 り込 まれ , 細 胞管 の 増生や
化生等の 形質転換に関連 して い る こ と が示 唆 された .
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Pathologic alStudy of Dutular Prol 脆r ation: Analysis of P henoty pe, Cell K inetics a nd Expres sio n of Tra nsfor mlng
Gro wth Facto r-α Kenichi Harada, Depart m ent of Path0logy(Ⅱ), Schoolof Medicin e, Ka n a z a wa University, Ka n azaw a
920- J. Ju z e nMedS∝ . ,1 05, 39
- 5 3(1996)
Key wo rds intrahepaticbileduct,bileductules,C ell kinetics,tr a n Sfo m ung gro wth factoトCL,bile
Abstra ct
Bile ductular proliferation isfrequently seenin a nu mber ofhepatobiliary diseases･ The proliftratedbile ductules are
histologic ally classi丘ableintotypic aland atypic alones･ In ordertocal rifytheirhistoge nesi , the expressio ns ofcytokeratins
andepithelial m e mbrane antige n(E M A), a nd the proliftraive activityby argyrophilic nu cle olar organizer regio ns(AgN ORs)
Staining andim m u n ostaining ofpr oliftrating c elln ucle ar antigen(PCN A), W ere e X amined usingliver tissu esfro m1 29
Patients with v ario ushepatobilarydiseases･ Typical du ctules w erefo u nd within theportaltractsin allspeCl m enSin varylng
degre es･ In c o ntrast, aty pical on esw er e observ ed frequ entlyin prim ary biliary cirrhosis(P BC)(StageS2 and3), prim ary
SCler osing chola ngitis(P S C) (StageS2 and 4), e X tr ahepatic n ecro sis, hepatolithiasis, a Ctive cirrhosis and chro nic activ e
hepatiis･ T hey w erefrequ ently c o ntinu o us topenPOrtalhepatocytesrepresentlngdis ruPted limitingplates or replacingthe
hepatic pare nchym a･ Ty pic alductules e xpressed bilary-ty pe CytOkeratins a nd E M A, While aty pical one sfailedto e xpress
E M Aa nd their expression ofbiliary cytokeratin w asno t c onsta nt･ In c ell-kinetic studies, the AgNO Rscore and PCN A
labelingindex ofty pical ones w erehigherin pathologic al liv erstha nin n or m a1 1ive rs. The score a ndindexin atypic alo nes
W ere10W in P BC a ndPSC, While they w ere highin0therpath0logic al diseases su chasex trahepaticbiliary obstru Ction a nd
active cirrhosis･ T nese results sug gesthatty picalductules reflect an activeproliftra ion of ductules with m atu re biliary
m akers･ In c ontrast, a ty pical one s with im m at ure bilary markers w er eclassifiableinto tw o c ategories: thosewi th lo w
PrOliftrative a ctivityin P B Cand P S Cm ay refle ct du ct ular tranSform atio n of perlpOrtal hepatocytes, While 血osewith high
Pr Olifbrative a ctl V lty ln Otherpathologic al dise ases m ay relate toproliftratio n of ductular c ells with im m a tu r eductular
phe n oty peS, replacing ofhepat ∝yteSin hepaticpare n chym a. Tr a n sfo ming grow th factor-CL(T G F-Ct)is one of the cytokines
that are related to c ellproliftration and tra n sform a tio n. T he role a nd regulation of T G F- α W er e eXarninedin v ario us
hepatobiliary diseases･ T G F
- α a nd it■s re ceptor, epider m al grow th facto r re c eptor(E G F R), Wereim m unohistochemic ally
e xpressedinintedobularbile ducts, prOlifbrated bile duc tules and m o sthepatocytesin variouslive rdiseases. M oreo v er, W e
dem ons tra ted by Wester m blot an alysis thatT G F
- α PrO tein wa spre sentin hepatic bile. In c ontras t,in situ hyb ri dizato n
de m o nstratedthatTGF- α m R N Aw a sl∝ alized in hepatocytesofs om epath0loglC al liv er tiss ues,bu tit w as absentin biliary
epithelialcells ofthe sam etissue s･ Thesedata suggesthatthe T G F
- α is rele ased int ohepaticbile and c ontribute tobiliary
prolifbratio n and transfor m atio nthro ugh EGF Re xistlng C e11surfac em e mbr an e Of biliary epithelial cells･ Fu rthe rs tudies
See m eSSentialto evaluatethepath0loglC alsigniBcanc e of thesedu ctularproliftr atio n uslng m Odern teChnology･
